




                                                       










ESTUDOS TRANSLACIONAIS DE NOVOS FATORES ENVOLVIDOS NO 
DESENVOLVIMENTO E REGULAÇÃO DO EIXO REPRODUTIVO: OSR1 (ODD-























UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 








ESTUDOS TRANSLACIONAIS DE NOVOS FATORES ENVOLVIDOS NO 
DESENVOLVIMENTO E REGULAÇÃO DO EIXO REPRODUTIVO: OSR1 (ODD-





Tese apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Ciências da 
Saúde, como requisito parcial para a 
obtenção do título de Doutor em 




Orientadora: Adriana Lofrano Alves Porto 







Dedico esse trabalho aos meus pais Selma e Ronaldo, pelo exemplo de força 
e perseverança, por nunca me desampararem mesmo quando precisavam de mais 
amparo do que eu, e pela família onde sempre encontro amor e carinho. Vocês são 













A Deus, a Deusa, a Energia da Vida, ao Holy, ao Amor...por trilhar tantos 
caminhos, conhecer tantas pessoas com suas maravilhosas diferenças e viver 
experiências que sempre me fizeram crescer, amar, entender o quão grande é o 
universo e o quão pequeno somos nós, e que acima de tudo me ensinaram a ser 
grato. Obrigado por tudo que pude viver e por todos os caminhos que se abrirão 
para eu ser grato muitas outras vezes. 
Aos meus queridos pais Selma e Ronaldo, que me deram todo o suporte de 
que sempre precisei, mas que acima de tudo me amaram com o mais puro e sublime 
amor. Obrigado por serem exemplos de seres humanos, que mesmo com seus 
defeitos e erros, sempre respeitaram e ajudaram o próximo e me ensinaram a trilhar 
os caminhos da amizade e amor. Aprendi com vocês que a sabedoria não está nos 
títulos de doutores, mas na simplicidade de um animal ou de uma planta que 
crescem e dão seus frutos. Amo vocês! 
Aos meus avós: Felizarda (in memorian), Adélia (in memorian), José (in 
memorian) e Adenor (in memorian) por serem exemplos de maturidade e experiência 
e por todo amor e cuidado. 
Aos meus tios: Izabel (in memorian), Fabrício, Beto, Cida, Almira, Sônia, 
Luzemar e Suelena, pela ajuda financeira, por me acolherem em suas casas e por 
todo seu amor. 
A todos os meus primos. Pela amizade e carinho ao longo da vida. 
À minha prima Eduarda em especial, que sempre foi minha irmã, minha 
confidente, meu refúgio familiar e que sempre me apoiou e entendeu com um sorriso 
nos lábios. Admiro-te prima por toda a sua sinceridade e espontaneidade, não existe 
pessoa tão cheia de luz, pronta para encantar esse mundo quanto você minha 
querida prima. 
Ao meu amigo Danilo, que mesmo de longe participou de cada momento que 
eu vivi, sempre me ouvindo e não deixando de dar sua opinião de Testemunha que 
é. Admiro-te meu amigo por toda sua criatividade. Não existe pessoa tão cheia de 
habilidades e sede por conhecimento quanto o Dan. 
À minha amiga Dani, por sempre estar pronta para me ouvir, dar maravilhosos 
conselhos e por compartilhar meus devaneios e filosofias. Admiro-te Dani por sua 




À minha amiga Carol que, por tanto tempo estar ao meu lado, por me 
compreender como ninguém e por toda a fidelidade e confiança. Admiro-te 
Carolzinha por você ser uma pessoa que com tanta facilidade conquista a amizade 
do próximo. Não existe pessoa tão espontânea e cativante quanto a Carolzinha. 
Ao meu amigo Luís, por tanto cuidado e amor, por ter me apresentado 
pessoas maravilhosas (Neidinha, Luís pai e Lolo) que se tornaram minha família em 
Brasília. Obrigado meu amigo por ser um exemplo de caráter, amizade e carinho. 
Não existe pessoa tão especial quanto você, em todos os sentidos. Te amo e não 
poderia ser diferente. 
Ao meu amigo Douglas, por ser meu irmão, por ter crescido ao meu lado e ter 
dividido os momentos mais importantes da minha vida. Não existe pessoa mais rara 
e de coração tão precioso quanto o seu. Obrigado meu amigo por tudo, não tem 
como especificar, foi uma vida inteira. 
Ao meu amigo Murilo, por todo o suporte e amizade. Não existe pessoa mais 
altruísta do que você Muri. 
Às minhas amigas Carol, Cinthia, Fernandinha e Bruninha, por dividirem 
momentos tão divertidos e outros difíceis e por serem meu suporte nessa nossa 
louca jornada da pós graduação. 
Aos meus amigos e companheiros de luta do Farmol: Bel, Carol Lourenço, 
Simone, Mariella, Gleice, Janice, Luciana, Nady, Sarah, Henrique, Isadorinha, 
Hanna, Kaian, Dani, Laíza, Rilva, Luciano e todos aqueles que passaram por esse 
maravilhoso laboratório e que de alguma forma modificaram minha vida. 
Aos amigos do Laboratório de Histopatologia Bucal: Ana Elizia, Dani 
Fortunato e Gabriel, pela força e amizade durante nossa caminhada pelo doutorado. 
Aos meus queridos amigos e família de Boston: Luciana, Fabrízio, Duda, Tia, 
Thalitinha, Dona Sílvia e Marcelo. Obrigado por serem minha família americana e 
por termos dividido tantos momentos maravilhosos em Boston. E não poderia 
esquecer do Lex e da Pituchinha. 
To my dear ones Lydie, Rajae and Caroline. Thank you so much for all 
friendship, support in the difficult times and for we having lived such fun times. 
To the professors Ursula B. Kaiser, Rona Carroll, Victor Navarro and Ana 
Paula Abreu for the great opportunity of participate of their research group at Harvard 
Medical School and of their projects. Thank so much for all support, I have learned a 




À minha querida orientadora Adriana, por ser minha inspiração. Obrigado por 
todas as oportunidades e caminhos que você abriu em minha vida. Não existe 
pessoa mais doce, mesmo que a vida tenha sido tão dura com você. Obrigado por 
ser um exemplo de pesquisadora, mais acima de tudo por ser um exemplo humano 
de caráter, perseverança e compreensão ao próximo. Obrigado por ter fé em mim! 
À minha querida co-orientadora e amiga Michella, por ter acreditado tanto em 
mim e aberto tantas oportunidades para a minha formação. Obrigado Michella por 
todas as conversas e conselhos. Me inspiro muito em você e no seu amor pela 
ciência. Não existe pessoa mais cautelosa e cuidadosa quanto você. Obrigado por 
todo carinho e cuidado de mãe. 
Ao professor Francisco, pelo o grande exemplo de liderança. Obrigado por 
todo apoio dado quando precisei. Me inspiro muito em você professor Francisco e 
em como você tem fé nas pessoas. 
A todos os professores da FS: Carine, Angélica, Eliete, Djane, Fátima, Marie 
Luiz Simeoni, Henrique e Guilherme, que de alguma forma participaram e 
contribuíram para minha formação. 
À Secretaria de Pós-graduação em Ciências da Saúde e às instituições de 
fomento: CNPq e CAPES, pelo auxílio financeiro no desenvolvimento dos projetos 
de doutorado e doutorado sanduíche; e FAPDF, pelo auxílio financeiro para 






































LISTA DE FIGURAS CAPÍTULO I 
 
Figura 1: Aparelho reprodutivo feminino (ARF), organização e diferenciação 
endomentrial e ductos de Muller (DMs). .................................................................... 18 
Figura 2: Diferenciação sexual dos tratos reprodutivos maculino e feminino. .......... 19 
Figura 3: Formação de ductos de Müller (DMs). ...................................................... 21 
Figura 4: Genes envolvidos no desenvolvimento dos dutos de Müller (DMs). ......... 23 
 
 
LISTA DE FIGURAS CAPÍTULO II 
 
Figura 5: O eixo hipotálamo-hipófise-gônadas (HPG) em mamíferos. ..................... 38 
Figura 6: Principais populações hipotalâmicas de neurônios de kisspeptina em 
roedores. ................................................................................................................... 40 
Figura 7: Influência da neuroquinina B (Nkb) e dinorfina A (Dyn) sobre a secreção 
de kisspeptina e de hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH). ......................... 42 
Figura 8: Representação esquemática dos possíveis mecanismos de ação dos 
neurônios de RF-amide related peptides (Rfrps) sobre a neurofisiologia de 
camundongos. ........................................................................................................... 44 
Figura 9: Mutações na proteína MKRN3 identificadas em pacientes com puberdade 
precoce central (CPP). .............................................................................................. 46 
Figura 10: Representação esquemática do possível mecanismo de ação do Makorin 
RING-finger protein 3 (MKRN3). ............................................................................... 48 

















ABSTRACT ............................................................................................................... 12 
CAPÍTULO I: ODD-SKIPPED RELATED 1 (OSR1/OSR1): NOVO FATOR 
ENVOLVIDO NO DESENVOLVIMENTO E FUNÇÃO DO TRATO REPRODUTIVO 
FEMININO ................................................................................................................. 14 
1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 14 
2 REVISÃO DA LITERATURA ................................................................................. 17 
2.1 APARELHO REPRODUTIVO FEMININO (ARF) ................................................. 17 
2.2 FORMAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO DOS DUCTOS DE MÜLLER ........................ 18 
2.3 AMADURECIMENTO DOS DUCTOS DE MÜLLER ............................................ 23 
2.4 USO DE ABORDAGENS GENÉTICAS NO ENTENDIMENTO DO 
DESENVOLVIMENTO E DIFERENCIAÇÃO DO ARF .............................................. 24 
2.4 ODD-SKIPPED RELATED 1 (OSR1) .................................................................. 27 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS ................................................... 29 
5 REFERÊNCIAS ...................................................................................................... 30 
CAPÍTULO II: ESTUDO DO PADRÃO DE EXPRESSÃO DE MAKORIN RING 
FINGER 3 (MKRN3) NAS GÔNADAS DE CAMUNDONGOS .................................. 34 
1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 34 
2 REVISÃO DA LITERATURA ................................................................................. 37 
2.1 CONTROLE NEUROENDÓCRINO DO PROCESSO REPRODUTIVO .............. 37 
2.1.1 Eixo Hipotálamo-Hipófise-Gônadas (HPG) ...................................................... 37 
2.1. 2 Kisspeptina, Neuroquinina B (NKB) e Dinorfina A (DYN) ................................ 38 
2.1.3 Hormônio inibidor de gonadotrofinas (GnIH)/RFamide-related peptide 3 
(RFRP3) .................................................................................................................... 43 
2.1.4 Makorin RING-finger protein 3 (MKRN3) .......................................................... 45 
2.2 SÍNTESE DE NEUROPEPTÍDEOS PELAS GÔNADAS ..................................... 48 
2.2.1 Localização e expressão de neuropeptídeos no testículo ................................ 49 
2.2.2 Localização e expressão de neuropeptídeos no ovário ................................... 50 
2.2.3 Efeitos de neuropeptídios na função gonadal .................................................. 51 
2.3 GONADOTROFINAS E OS COMPARTIMENTOS TESTICULARES .................. 52 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS ................................................... 55 







CAPÍTULO I: Neste trabalho, foi estudada uma família na qual 3 irmãs apresentaram 
amenorréia primária por provável alteração na formação dos ductos de Müller (DMs), 
caracterizada por hipoplasia uterina, endométrio não responsivo a estrógenos e 
gestações tubárias. Através de sequenciamento exômico amplo seguido por análise 
genética abrangente foi identificado uma mutação em homozigose no gene Odd-
skipped related 1 gene (OSR1), p.V108F. Para esclarecer os efeitos do Osr1 no 
desenvolvimento dos DMs, foram investigados o padrão de expressão pré-natal e 
pós-natal de Osr1/Osr1 nos DMs e endométrio, respectivamente, e se a deleção de 
Osr1 poderia afetar o desenvolvimento dos DMs, através do uso de camundongos 
geneticamente modificados. Foi demonstrado que o Osr1 é expresso nos DMs e nos 
ductos de Wolff (DWs) de embriões com 13,5 dias de gestação (E13,5). 
Curiosamente, os DMs não foram observados no lado esquerdo e estavam 
truncados rostralmente no lado direito de E13,5 Osr1 -/- nocautes. Após o 
nascimento, o Osr1 é expresso no útero de camundongos selvagens ao longo de 
todo o desenvolvimento, com  expressão mais acentuada em dois períodos distintos, 
aos 14 dias pós natais (PND14) e PND28-PND35, que correspondem à 
adenogênese endometrial e o início da puberdade, respectivamente. No útero 
adulto, a proteína Osr1 é expressa principalmente nas células epiteliais luminais e 
glandulares do endométrio, como também no epitélio dos ovidutos, sendo observada 
menor expressão no estroma endometrial. Através de uma abordagem translacional, 
demonstramos que OSR1 é um novo candidato entre os fatores moleculares que 
modulam a formação e diferenciação de estruturas derivadas dos DMs. CAPÍTULO 
II: No presente estudo, foram investigados comparativamente o padrão de 
expressão de Mkrn3 no hipotálamo com as gônadas masculinas e femininas. Além 
disso, foram abordados o padrão de expressão temporo-espacial desta proteína 
durante o desenvolvimento sexual, e se ela é regulada nos compartimentos 
testiculares pelas gonadotrofinas. A quantificação por qPCR mostrou que os níveis 
de mRNA de Mkrn3 foram detectados em testículos e ovários de camundongos 
selvagens em todas as idades avaliadas, entretanto, o padrão de expressão de 
Mkrn3 foi dimórfico entre gônadas masculinas e femininas ao longo da vida. 
Curiosamente, a expressão de Mkrn3 foi maior entre PND28 e PND35 nos 




período. Adicionalmente, a coloração de X-gal em cortes de testículos provenientes 
de camundongos Mkrn3-LacZ adultos mostrou que o Mkrn3 é principalmente 
localizado no compartimento intersticial, especificamente em células de Leydig, mas 
também foi detectado nos túbulos seminíferos com menor expressão. Estudos in 
vitro e in vivo demonstraram que o RNAm de Mkrn3 aumentou em culturas primárias 
de células de Leydig tratadas com hCG. Além disso, a administração aguda de 
agonista de GnRH em camundongos selvagens adultos aumentou a expressão de 
Mkrn3 nos testículos, enquanto a inibição do eixo HPG pela mesma substância 
administrada de forma crônica levou ao efeito oposto. Por fim, no grupo de animais 
que receberam injeção de hCG após a inibição do eixo HPG, foi observado aumento 
na expressão de Mkrn3. Em conjunto, análises de expressão durante o 
desenvolvimento e estudos in vitro e in vivo mostraram que o Mkrn3 é produzido nos 
testículos, predominantemente nas células de Leydig, e que sua expressão de 
RNAm aumenta após a puberdade e é responsiva à ativação do receptor LH/hCG. 
 
Palavras-chave: OSR1; aparelho reprodutivo feminino; ductos de Muller; MKRN3; 























CHAPTER I: We present a family in which three sisters had a Mullerian Duct (MD) 
anomaly characterized by uterine hypoplasia, estrogen-unresponsive endometrium, 
primary amenorrhea, but spontaneous tubal pregnancies. Whole Exome Sequencing 
followed by comprehensive genetic analysis identified a novel homozygous variant in 
Odd-skipped related 1 gene (OSR1), p.V108F. To clarify the effects of Osr1 on MD 
development, we investigated prenatal and postnatal expression patterns of 
Osr1/Osr1 in the MDs and endometrium, respectively, and whether Osr1 deletion 
affects MD development, using genetically engineered mice. We showed that Osr1 is 
expressed in the MDs and Wolffian ducts (WDs) of E13.5 embryos. Interestingly, 
MDs are absent on the left side, and rostrally truncated on the right side of E13.5 
Osr1-/- knockouts. Osr1 is expressed lifelong in WT mice uterus with two distinct 
peaks at PND14 and PND28-PND35, which correspond to endometrial 
adenogenesis and puberty initiation, respectively. Osr1 is expressed mainly in 
endometrial luminal and glandular epithelial cells, and less in stroma, with a high 
expression in oviduct epithelium. This pair-rule gene plays critical roles on embryonic 
patterning and tissue morphogenesis. Through a translational approach, we 
demonstrated that OSR1 is a novel candidate among the molecular factors that 
modulate the formation and differentiation of MD-derived structures.CHAPTER II: In 
the present study, we comparatively investigated the behavior of Mkrn3 expression in 
the hypothalamus versus male and female gonads. We also addressed the temporo-
spatial expression pattern of this protein during sexual development, and whether it is 
regulated in the functional testicular compartments by gonadotropins. Quantification 
by qPCR showed that Mkrn3 mRNA levels was detected in testes and ovaries of 
wild-type mice at all ages evaluated, however, the pattern of Mkrn3 expression 
across lifespan differed between male and female gonads. Interestingly, Mkrn3 
expression was highest by PN28 to PN35 in the testes, whereas it reached the nadir 
at the same postnatal ages in the ovaries. Moreover, X-gal staining of testes sections 
from adult Mkrn3-LacZ reporter mice showed that Mkrn3 is expressed mainly in the 
interstitial compartment, specifically in Leydig cells, but was also mildly detected in 
the seminiferous tubules. In vitro and in vivo studies demonstrated that the Mkrn3 
mRNA levels increased in hCG-treated Leydig cells primary cultures. Furthermore, 




expression in testes and the inhibition of the HPG axis, by chronic administration of 
LHRH agonist, leads to the opposite effect. Finally, the rescue of Mkrn3 expression 
was observed in the group of animals that received hCG injection after completing 
the HPG downregulation phase. Taken together, our developmental expression 
analyses, in vitro and in vivo studies showed that Mkrn3 is produced in the testis, 
predominantly in the Leydig cells, and that its mRNA expression increases after 
puberty and is responsive to LH/hCG receptor activation. 
 






















CAPÍTULO I: ODD-SKIPPED RELATED 1 (OSR1/OSR1): NOVO FATOR 
ENVOLVIDO NO DESENVOLVIMENTO E FUNÇÃO DO TRATO REPRODUTIVO 
FEMININO 
 
1 INTRODUÇÃO  
 
O aparelho reprodutivo feminino (ARF), composto pelo útero, ovidutos, 
endométrio e vagina, sofre processos biológicos críticos, os quais podem resultar em 
gestações bem sucedidas ou fracassos reprodutivos, como por exemplo, falhas de 
implantação ou abortos recorrentes (LAYMAN, 2013). O conhecimento do processo 
fisiológico de regulação, desenvolvimento e diferenciação do ARF durante a 
embriogênese e vida adulta reprodutiva ainda é limitado.  
Avanços nas técnicas de reprodução assistida muito contribuíram para o 
sucesso da reprodução em mulheres com infertilidade de diversas etiologias e 
também em animais diversos, domésticos e selvagens, principalmente para a 
multiplicação rápida de material genético, preservação de germoplasma e para o 
aumento da produtividade em inúmeras espécies de importância na cadeia 
comercial (HANSEN, 2014; AMSTISLAVSKY, et al., 2012; DURRANT, 2009). Nesse 
sentido, é essencial ampliar o entendimento de doenças de alta prevalência que 
causam infertilidade e distúrbios na saúde reprodutiva humana e animal, e que 
resultam em grande impacto biológico.  
Muitos mecanismos moleculares que regulam a diferenciação e 
desenvolvimento do ARF em seres humanos e animais no início da vida embrionária 
ainda precisam ser compreendidos. Observa-se crescente interesse na investigação 
de defeitos moleculares que estejam associados a distúrbios na formação do ARF e, 
consequentemente, na patologia da reprodução. A descoberta de novas vias que 
controlam as ações de hormônios esteroides sexuais, bem como a proliferação e a 
diferenciação de células do ARF tem evidenciado, de forma crescente, que tanto 
alterações uterinas pré-natais quanto a diferenciação do endométrio pós-natal são 
reguladas por um grande número de moléculas sinalizadoras, receptores, fatores de 
transcrição e coreguladores (CHA et al., 2012).  
Neste contexto, os ductos de Muller (DM), estruturas primordiais e 
precursoras dos ovidutos, útero, cérvix e vagina, constituem alvo dos estudos 




resultam em malformações do ARF. Adicionalmente, distúrbios nos processos de 
regulação da diferenciação pós-natal das estruturas derivadas dos DM também 
conduzem a infertilidade, por mecanismos ainda não completamente compreendidos 
(MASSÉ et al., 2009). 
As anomalias mulerianas compreendem um grupo heterogêneo de defeitos de 
desenvolvimento que afetam a anatomia e a função da ARF, incluindo desde 
anormalidades uterinas menores, como útero septado e bicorno, até a ausência 
congênita de útero e vagina (GRIMBIZIS et al., 2013; JACQUINET et al., 2016). Uma 
das mais graves condições no espectro das anomalias mulerianas em humanos é 
conhecida como síndrome de Mayer-Rokitansky-Küster-Hauser (MRKH) ou agenesia 
útero-vaginal, sendo a segunda causa mais comum de amenorréia primária. 
Aproximadamente 1 em 4.500 nascidos vivos tem MRKH, representando 15% das 
mulheres com amenorreia primária. Casos raros em agrupamentos familiares e a 
associação com outros defeitos congênitos, como malformações renais ou 
esqueléticas, têm direcionado a busca da base genética da doença (MASSÉ et al., 
2009; GRIMBIZIS et al., 2013). Ainda assim, o mecanismo molecular da maioria 
dessas condições ainda não foi identificado. 
 No presente trabalho, foi estudada uma família em que três irmãs, nascidas 
de um casamento consangüíneo, apresentaram-se com amenorreia primária, 
desenvolvimento completo de caracteres sexuais secundários e uma anomalia 
muleriana única caracterizada por hipoplasia uterina com endométrio fino e não 
responsivo a estrógenos e gestações ectópicas espontâneas. A ocorrência 
hereditária dessa condição e sua caracterização e particularidade clínica levantou a 
hipótese de um distúrbio genético da formação do aparelho reprodutor feminino. 
Através de sequenciamento exômico amplo seguido por análise genética 
abrangente, Odd-skipped related 1 (OSR1) surgiu como gene candidato para o 
desenvolvimento dos DM. 
O OSR1 é um fator de transcrição do tipo zinc-finger que tem papel na 
diferenciação do mesoderma intermediário (rim e coração) já bem definido em 
diversos mamíferos, porém com papel funcional ainda pouco conhecido em seres 
humanos (WANG et al., 2005; LAN et al., 2011). Estudos recentes sugerem que o 
gene Osr1 tem associação determinante com vias de sinalização primordiais para a 
diferenciação do mesoderma intermediário e desenvolvimento das estruturas 




Nesse sentido, considerando o conhecimento recente sobre as vias no 
desenvolvimento embrionário das estruturas urogenitais e diante do papel do Osr1 
na diferenciação precoce do mesoderma intermediário, a hipótese aqui proposta é 
que o gene Osr1 poderia exercer papel regulatório na diferenciação dos ductos de 
Muller no período pré-natal, bem como possivelmente atuar nos mecanismos 
envolvidos na diferenciação pós-natal do endométrio, durante os processos de 




2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 APARELHO REPRODUTIVO FEMININO (ARF) 
 
 O aparelho reprodutivo feminino (ARF) é composto pelos ovidutos, útero, 
cérvix e vagina, e constitui o sítio de fecundação, desenvolvimento embrionário e 
fetal e expulsão do feto. Durante as diferentes fases do ciclo estral, o ARF sofre 
diversas transformações, principalmente a nível endometrial. O endométrio humano 
é um tecido altamente dinâmico, o qual é eliminado, reparado, regenerado e 
remodelado ciclicamente. A organização histológica do endométrio uterino adulto 
consiste em um epitélio luminal colunar simples, sustentado por células estromais e 
glândulas endometriais. O endométrio é envolvido em toda sua extensão por uma 
camada muscular uterina conhecida como miométrio. As glândulas endometriais 
podem se diferenciar, sob estimulação de estrogênio e progesterona, em glândulas 
secretoras, em preparação para implantação do embrião. O desenvolvimento de 
todo o ARF começa no período pré-natal, com formação e diferenciação dos ductos 
de Muller. Por outro lado, o trato genital masculino é originado pelos ductos de Wolf 







Figura 1: Figura 1: Aparelho reprodutivo feminino (ARF), organização e diferenciação 
endomentrial e ductos de Muller (DMs). O ARF é composto pelos ovidutos, útero, cérvix e vagina. 
A organização histológica do endométrio uterino adulto consiste em um epitélio luminal colunar 
simples (9), sustentado por células estromais (1,4,5 e 8) e glândulas endometriais (7). O endométrio 
é envolvido em toda sua extensão por uma camada muscular uterina conhecida como miométrio (2, 
3 e 6). As glândulas endometriais podem se diferenciam, sob estimulação de estrogênio e 
progesterona, em glândulas secretoras. O desenvolvimento de todo o ARF começa no período pré-
natal, com formação e diferenciação dos DMs. 
 
2.2 FORMAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO DOS DUCTOS DE MÜLLER  
 
Ao longo dos estágios iniciais do desenvolvimento embrionário de mamíferos, 
os ductos ductos de Wolff (DW) e de Muller (DM) constituem estruturas primordiais, 
que se desenvolvem no mesoderma intermediário tanto em embriões de sexo 
genético masculino (46,XY) quanto feminino (46,XX). Essas estruturas, também 
conhecidas por ductos mesonéfricos e ductos paramesonéfricos, são precursoras 
dos tratos urogenitais masculino e feminino, respectivamente (MASSÉ et al., 2009).  
Após a determinação sexual, os DM regridem nos embriões masculinos, sob 




testículos fetais, enquanto os DW diferenciam-se nas estruturas que compõem a o 
aparelho reprodutor masculino, vasos deferentes, epidídimo e vesículas seminais, 
sob estímulo da testosterona produzida pelas células de Leydig testiculares. 
Contrariamente, em embriões femininos, a ausência de atividade de testosterona e 
AMH resulta em regressão passiva dos DW e ocorre diferenciação e 
desenvolvimento dos DM, os quais, por sua vez, originam as estruturas do aparelho 
reprodutor feminino (Figura 2) (MASSÉ et al., 2009). 
 
  
Figura 2: Diferenciação sexual dos tratos reprodutivos maculino e feminino. Os tratos 
reprodutivos antes da diferenciação sexual são equivalentes e contêm um ducto de Wolff (DW, 
representado em azul) e um ducto de Müller (DM, representado em vermelho). Hormônios 
produzidos nos testículos fetais, hormônio anti-Mülleriano (Amh), testosterona e insulina-like 3 (Insl3), 
permitem a regressão do DM, diferenciação do DW no trato genital masculino e descida testicular, 
respectivamente. Nas mulheres, a falta de Amh, testosterona e Insl3 neste período de 
desenvolvimento permite a diferenciação do DM no trato reprodutivo feminino, degeneração passiva 
do DW e manutenção dos ovários na posição abdominal, respectivamente.O DW diferencia-se no 
trato reprodutivo masculino que consiste em ductos deferentes, epidídimos e vesículas seminais. O 
DM desenvolve-se no trato reprodutivo feminino, que consiste nos ovidutos, no útero, cérvix  e na 





A origem embrionária dos ductos de Muller foi um assunto controverso por 
vários anos. Atualmente, sabe-se que a formação dos DM é iniciada na parte 
anterior do mesoderma intermediário do embrião de mamíferos, com a formação de 
um espessamento em forma de placa de um pequeno grupo de células epiteliais 
localizadas na porção mais alta (rostral) do mesonefro. Os mecanismos que 
regulam a diferenciação dessas células precursoras em DM ainda são 
desconhecidos, mas a expressão do fator de transcrição Lhx1, pertencente à classe 
de homeodomínios LIM (lin-11, Isl1 e mec-3), parece ser essencial para a iniciação 
da formação dos DM. Na etapa seguinte, ocorre invaginação das células 
especificadas do epitélio mesonéfrico (celômico) em direção caudal ao DW. A 
expressão do gene Wnt4 no epitélio celômico ou no mesênquima do mesonefro 
parece necessária para sinalizar as células progenitoras do DM a iniciarem a 
invaginação. A falta da sinalização por Wnt4 não altera a expressão de Lhx1 nas 
células precursoras do DM, porém impede o processo de invaginação, 
comprometendo assim a formação dos DM (MULLEN E BEHRRINGHER, 2014).  
Na próxima etapa, o alongamento, inicia-se quando as células especificadas 
do DM tocam os DW e assim se alongam em contato íntimo com esses, até se 
juntarem no seio urogenital (MASSÉ et al., 2009). A origem das células Mullerianas 
ao longo do ducto ainda não está completamente estabelecida. Alguns autores 
sugeriram que que os DW contribuem para a formação dos ductos de Müller (DOHR 
et al., 1987); alternativamente, é possível que os DW agem apenas como guias para 
o alongamento dos DM (DOHR et al., 1987). Atualmente, acredita-se que a origem 
das células epiteliais do DM seja uma população do epitélio mesonéfrico 
provavelmente localizada na transição entre o pronefro e o mesonefro. Estudos 
recentes realizados com cultura de células urogenitais de camundongos (ORVIS E 
BEHRRINGHER, 2007) e em linhagem de células celômicas (GUIOLI et al., 2007) 
descartaram a hipótese do envolvimento de células provenientes do DW como 






Figura 3: Formação de ductos de Müller (DMs). (A) A formação dos DMs (representados em 
vermelho) ocorre em três fases: iniciação, invaginação e alongamento. Fase I (Iniciação); As células 
progenitoras dos DMs no epitélio mesonéfrico (representadas em amarelo) são especificadas e 
começam a expressar LHX1. Fase II (invaginação): Em resposta à sinalização do WNT4 no 
mesênquima, as células progenitoras LHX1 + DMs invaginam caudalmente no mesonefro em direção 
aos ductos de Wolf (DWs) (representados em azul). Fase III (Alongamento): A ponta do DMs 
encontra os DWs e se alongam caudalmente próximo à estrutura dos DWs e sinalização de WNT9B. 
Adaptado de MULLEN E BEHRINGER, 2014. 
 
A formação do DM, após iniciação do “destino” de um pequeno grupo de 
células precursoras na parte rostral do mesonefro, segue com a invaginação do 
epitélio colêmico e com o alongamento do ducto até o seio urogenital, em íntimo 
contato com os DW. Em camundongos, todo esse processo ocorre entre os dias 
12,5 (E12,5) e 13,5 (E13,5) da vida embrionária. Esses mecanismos dependem da 
expressão de vários fatores de transcrição e de moléculas de sinalização em série, 
porém, a inter-relação dos mesmos e os mecanismos de ativação em cascata ainda 
não são elucidados. Sabe-se que uma série de fatores de transcrição e moléculas 
de sinalização são necessários para o desenvolvimento do sistema reprodutor 
feminino, dentre eles, Lim1, Pax2, Emx2, Wnt4, Wnt9b, Tcf2, Dach1 e Dach 2, que 
parecem ter um papel importante na formação do DM (MASSÉ et al., 2009; 




Após o final da fase de alongamento, as pontas de crescimento dos DM 
convergem e se unem no seio urogenital (ORVIS E BEHRINGER, 2007). Os túbulos 
de Müller então se fundem e formam um tubo luminar, o ducto útero-vaginal, que 
dará origem à parte superior da vagina, do colo do útero e do útero. A região 
anterior não fundida dos DM diferencia-se nas tubas uterinas e infundíbulo. A 
morfologia do útero dos mamíferos varia acentuadamente entre as espécies, 
dependendo da largura da fusão dos ductos. Por exemplo, o útero é duplo na 
maioria dos roedores, geralmente bicornado em grandes quadrúpedes e simples na 
maioria dos primatas, incluindo humanos (KOBAYASHI E BEHRINGER 2003). 
A correta padronização e diferenciação do DM dependem de uma complexa 
rede de genes Wnt e Hox. Além disso, sabe-se que os hormônios esteróides 
também regulam muitos dos genes necessários para a diferenciação adequada do 








Figura 4: Genes envolvidos no desenvolvimento dos dutos de Müller (DMs). Múltiplos fatores e 
vias de sinalização no mesênquima (representado em cinza) e no epitélio de ambos os ductos 
(epitélio DW representado em azul; epitélio do DM representado em vermelho) atuam em conjunto 
para direcionar o desenvolvimento dos DMs. Hormônios e genes são necessários para a formação 
dos DMs, regressão em homens e diferenciação em mulheres são indicados nesta figura. Adaptado 
de MULLEN E BEHRINGER, 2014. 
 
2.3 AMADURECIMENTO DOS DUCTOS DE MÜLLER 
 
 O amadurecimento dos DM ocorre em três etapas: 1) diferenciação do 
epitélio dos DM em regiões específicas, 2) formação e organização do endométrio e 
miométrio, 3) adenogênese uterina (MASSÉ et al., 2009). 
Primeiramente, o epitélio de camada única adquire diferentes morfologias e 
cito-arquiteturas ao longo de seu eixo anteroposterior. Esse processo ocorre 




uterino é composto por células epiteliais colunares simples, os epitélios do colo 
posterior e vagina são constituídos por células escamosas estratificadas e o epitélio 
dos oviductos possui células ciliares e secretoras (KOMATSU E FUJITA 1978; 
KURITA et al. 2001). 
Ao nascimento, o útero de camundongos não possui glândulas endometriais 
e consiste de um epitélio simples sustentado por um mesênquima indiferenciado. 
Entre o nascimento e o 5º dia pós-natal ocorre o surgimento de invaginações 
epiteliais (epitélio do endométrio) e as três camadas de mesênquima são 
distintamente segregadas em estroma endometrial e miométrio circular interno. A 
gênese das glândulas endometriais não é observada até P7 e P9 em camundongos 
e ratos, respectivamente (SPENCER et al., 2012). 
O desenvolvimento do trato genital feminino termina com a adenogênese, isto 
é, a formação de glândulas uterinas e diferenciação funcional. Durante a 
adenogênese as glândulas uterinas brotam e se estendem do epitélio luminal 
colunar simples para o estroma endometrial circundante, e a camada longitudinal 
externa do miométrio se organiza em feixes. Em camundongos, esse processo 
começa por volta do 10º dia pós-natal e a configuração básica do útero adulto é 
estabelecida por volta do 15º dia pós-natal (MASSÉ et al., 2009; SPENCER et al., 
2012). 
 
2.4 USO DE ABORDAGENS GENÉTICAS NO ENTENDIMENTO DO 
DESENVOLVIMENTO E DIFERENCIAÇÃO DO ARF  
 
Apesar da importância do sistema reprodutor feminino, relativamente pouco 
se 
sabe sobre os mecanismos celulares e moleculares que regulam o desenvolvimento 
da estrutura que o origina, os DM, e seu desenvolvimento, inclusive no período pós-
natal. Alguns genes relacionados à embriogênese dos DM foram descritos por meio 
do estudo do fenótipo associado a síndromes genéticas complexas que afetam o 
aparelho reprodutor feminino ou de estudos em camundongos geneticamente 
modificados (knockout) (KOBAYASHI E BEHRRINGHER, 2003; MASSÉ et al., 
2009). A análise molecular de mecanismos celulares atuantes no desenvolvimento 
dos DM se torna essencial para elucidar a patogênese molecular dos distúrbios do 




 Os genes da família Wnt têm sido descritos como importantes fatores de 
transcrição e moléculas de sinalização necessárias para o desenvolvimento do 
sistema reprodutor feminino e formação dos DM, dentre outros tecidos. Dentre eles, 
Wnt9b e Wnt4, foram descritos como fatores parácrinos cruciais para a formação 
dos DM (MASSÉ et al., 2009).  
 Alguns estudos mostraram que camundongos fêmeas com deleção de Wnt4 
exibiram uma completa ausência de ARF e aparente masculinização dos ovários. 
Esses achados sugeriram que Wnt4 é um pré-requisito para a formação dos 
estágios iniciais do DM (STARK et al., 1994; VAINIO et al., 1999; HEIKKILA et al., 
2005; VAN DER HORST et al., 2012). Consistentemente, mutações no gene Wnt4 
foram identificadas em raros casos de mulheres com fenótipo bastante semelhante 
ao do modelo murino: completa ausência de estruturas derivadas de DM (síndrome 
de Meyer-Rokitanski-Küster-Hauser) e sinais clínicos de androgenia (BIASON-
LAUBER et al., 2004).   
 O gene Wnt9b é expresso em células epiteliais do ducto de Wolff (DW) entre 
9,5 e 14,5 dias do período embrionário em camundongos, quando ambos, DW e DM 
estão presentes. Em embriões Wnt9b-/- não houve o desaparecimento dos DW e 
DM, porém o alongamento dos DM foi prejudicado (CARROLL et al., 2005). Esses 
achados indicam que em camundongos o Wnt9b é determinante para o processo de 
alongamento dos DM (VAN DER HORST et al., 2012). 
 Outros membros da família Wnt, dentre eles, Wnt7a e Wnt5a têm sido 
relacionados com mecanismos importantes para a maturação final do ARF, tais 
como, início da fase glandular no útero, cooperação e sinalização entre as células 
do estroma e epitélio uterino e diferenciação e maturação endometrial (MASSÉ et 
al., 2009).  
 O gene Wnt7a é expresso, antes e depois do nascimento, ao longo de todo o 
oviduto e epitélio do lúmen uterino (MILLER E SASSOON, 1998). Camundongos 
com Wnt7a silenciado apresentaram ausência dos ovidutos ou presença dessas 
estruturas com características semelhantes à morfologia uterina. Além disso, esses 
animais demonstraram úteros com acentuada equivalência com a estrutura da 
vagina, ou seja, com espessamento da musculatura circundante, um estroma 
relativamente fino, perda de glândulas e um epitélio luminal com um aspecto claro e 
escamoso (MILLER E SASSOON, 1998; PARR E MCMAHON, 1998). Esses 




alterações no padrão de diferenciação celular nos DM, o que leva à 
“posteriorização” do trato reprodutivo feminino, isto é, um padrão em que células de 
um segmento anatômico do ARF se diferenciam anomalamente como células do 
segmento imediatamente posterior. Esses achados indicam um papel importante 
desse gene no padrão correto de desenvolvimento e diferenciação segmentar dos 
DM nos diferentes componentes (segmentos anatômicos) do ARF, a saber: 
ovidutos, corpo uterino, cérvix e vagina (VAN DER HORST et al., 2012).  
 Em camundongos normais o gene Wnt5a é expresso nas células 
mesenquimais ao redor dos DM e posteriormente nas mesmas células presentes no 
útero, cérvix e vagina (MILLER E SASSOON, 1998). Camundongos fêmeas Wnt5a-/- 
exibiram tubas uterinas e cornos uterinos anteriores normais, porém perda da 
estrutura da cérvix posterior e vagina, e cornos uterinos severamente enovelados ou 
fundidos em sua linha média. Outras investigações mostraram que em 
camundongos selvagens houve elevada expressão de Wnt5a na região do estroma 
endometrial e que Wnt5a e Wnt7a parecem agir lado a lado no controle da formação 
do endométrio (MERICSKAY et al., 2004; VAN DER HORST et al., 2012). 
 A família de genes homeobox de mamíferos (Hoxa9, Hoxa10, Hoxa11 e 
Hoxa13) é necessária para diferenciação e padronização segmentar dos DM. Os 
genes Hoxa/HOXA10 demonstraram desempenhar papéis importantes durante o 
desenvolvimento embrionário do epitélio, estroma e músculo uterino (TAYLOR et al., 
1997), enquanto o gene Hoxa11 está envolvido principalmente na formação de 
glândulas uterinas e decídua precoce (GENDRON et al., 1997).  Além disso, esses 
fatores também são expressos ciclicamente no endométrio adulto, sob regulação de 
esteróides sexuais, e podem participar da implantação embrionária (TAYLOR et al., 
1997; DAFTARY E TAYLOR, 2006).  
 Curiosamente, camundongos fêmeas nocautes de Hoxa10 exibem um 
fenótipo interrompido de seus aparelhos reprodutivos, no qual a porção proximal do 
útero é transformada em uma estrutura tubular estreita que se assemelha a um 
oviduto, sugerindo uma transformação homeótica anterior (BENSON et al., 1996; 
ZANATTA et al., 2010). Consequentemente, esses camundongos têm implante 
embrionário comprometido na cavidade uterina, embora ovulem e tenham formação 
preservada de ovócitos. Por sua vez, pacientes com mutações no HOXA10 




duplo até presença de útero didelfo, indicativo de defeitos na fusão dos DM 
(CHENG et al., 2011; EKICI et al., 2013). 
 Ainda nesse contexto, camundongos nocutes de Hoxa11 apresentaram útero 
hipoplásico e sem glândulas, compatíveis com uma transformação homeótica 
parcial (GENDRON et al., 1997). Além disso, camundongos mutantes nos quais o 
homeodomínio Hoxa11 foi substituído pelo homeodomínio Hoxa13 tiveram uma 
transformação homeótica posterior do ARF, com o útero posterior tornando-se 
cervix/vagina. Isto demonstra que os genes Hoxa11 e Hoxa13 têm funções únicas 
na diferenciação dos DM e que o Hoxa13 controla a expressão de fatores 
necessários para a diferenciação dos DM em colo do útero e vagina (ZHAO E 
POTTER, 2001). Embora os nocautes de Hoxa13 morram entre E13.5 a E14.5, 
embriões mutantes desse gene perderam a porção caudal dos DM sugerindo que o 
Hoxa13 possui função na formação dessas estruturas. 
 Em resumo, os genes das famílias Wnt e Hoxa são importantes para a 
formação e desenvolvimento dos DM e sua diferenciação no trato reprodutivo 
feminino em mamíferos (VAN DER HORST et al., 2012). Além disso, esses genes 
também têm sido associados a processos de diferenciação do endométrio pós-natal, 
que ocorrem ao longo da vida reprodutiva. Tem sido demonstrado que 
anormalidades na função desses genes relacionados originalmente ao 
desenvolvimento dos DM no período embrionário também podem comprometer os 
processos de implantação embrionária e decidualização do endométrio, porém os 
mecanismos e vias envolvidas na sinalização mediada por esses fatores 
moleculares nos diferentes tipos de células do endométrio ainda são pouco 
compreendidos (GELLERSEN E BROSENS, 2014). Dessa maneira, o entendimento 
dos processos pelos quais esses genes atuam em conjunto com outros fatores 
regulatórios ainda é inicial e requer novos estudos com abordagens em diferentes 
níveis: in vitro, em modelos animais e em seres humanos. 
 
2.4 ODD-SKIPPED RELATED 1 (OSR1) 
 
O OSR1 é um fator de transcrição do tipo zinc-finger que tem papel na 
diferenciação do mesoderma intermediário (rim e coração) já bem definido em 
diversos mamíferos, porém com papel funcional ainda pouco conhecido em seres 




caracterizados pelo fato de que mutações nesses genes causam perda do 
desenvolvimento normal em segmentos alternados do embrião (WANG et al., 2005; 
LAN et al., 2011). 
 
Estudos recentes sugerem que o gene Osr1 tem associação determinante 
com vias de sinalização primordiais para a diferenciação do mesoderma 
intermediário e desenvolvimento das estruturas urogenitais (MULLEN E 
BEHRINGHER, 2014). Embriões de camundongos nocaute para o gene Osr1 (Osr1-
/-) usualmente morrem entre os dias 11,5 e 12,5 de gestação, devido a severa má 
formação do coração e agenesia dos rins. Além disso, esses embriões apresentam 
gônadas e pregas urogenitais hipoplásicas e em geral ausência dos ductos de Wolff 
do lado esquerdo aos 11 dias de desenvolvimento embrionário (WANG et al., 2005).  
O processo pelo qual os tratos reprodutivos masculino e feminino são 
formados é complexo e ainda pouco compreendido. Diante do papel do Osr1 na 
diferenciação precoce do mesoderma intermediário, a hipótese aqui proposta é que 
o gene Osr1 poderia exercer papel regulatório na diferenciação dos ductos de Muller 
no período pré-natal, bem como possivelmente atuar nos mecanismos envolvidos 
na diferenciação pós-natal do endométrio, durante os processos de receptividade 
endometrial, implantação embrionária e decidualização. 







4 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 
 
Em resumo os estudos propostos neste capítulo evidenciaram que:  
 
- Através de sequenciamento exômico amplo seguido por análise genética 
abrangente foi identificado uma mutação em homozigose no gene Odd-skipped 
related 1 gene (OSR1), p.V108F em três irmãs apresentaram amenorréia primária 
por provável alteração na formação dos ductos de Müller (DMs).  
- O Osr1 é expresso em toda a extensão dos DMs e ductos de Wolff (DWs) de 
embriões com 13,5 dias de gestação (E13,5). 
- Os DMs estão ausentes no lado esquerdo e truncados rostralmente no lado 
direito de E13,5 Osr1 -/- nocautes. 
- Após o nascimento, o RNAm de Osr1 é expresso no útero de camundongos 
selvagens ao longo de todo o desenvolvimento, com  expressão mais acentuada em  
durante a adenogênese endometrial e o início da puberdade. 
- No útero adulto, a proteína Osr1 é expressa principalmente nas células 
epiteliais luminais e glandulares do endométrio, como também no epitélio dos 
ovidutos, sendo observada menor expressão no estroma endometrial. 
Através de uma abordagem translacional, demonstramos que OSR1 é um 
novo candidato entre os fatores moleculares que modulam a formação e 
diferenciação de estruturas derivadas dos DMs. 
Estudos futuros são necessários para esclarecer os mecanismos de ação do 
OSR1 no desenvolvimento e funcionamento do aparelho reprodutor feminino ao 
longo da vida, dentre eles: 
a) Geração e caracterização de modelo de camundongo com mutação 
encontrada nos pacientes através de CRISPR/Cas9. 
b) Investigar os possíveis mecanismos de interação entre Osr1 e outros 
marcadores conhecidamente relacionados com a formação (Lhx1, Wnt4, Wnt9b) e 
diferenciação (Wnt7a, Amhr2, Hoxa10, Wnt5a) dos ductos de Müller. 
c) Análise da morfologia dos ductos de Muller após silenciamento do gene 
Osr1 com utilização de siRNA e/ou shRNA em culturas in vitro de pregas urogenitais 
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CAPÍTULO II: ESTUDO DO PADRÃO DE EXPRESSÃO DE MAKORIN RING 




O sistema reprodutivo passa por diversas mudanças ao longo da vida pós-
natal em mamíferos, desde o período neonatal e infância, até o início da puberdade, 
vida adulta e senescência. As grandes mudanças observadas nessas fases ilustram 
a complexidade dos mecanismos reguladores envolvidos na aquisição, manutenção 
e modificações na capacidade reprodutiva (TENA-SEMPERE E HUHTANIEMI, 
2003). 
Tradicionalmente, o hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) produzido 
nos neurônios hipotalâmicos é considerado o principal regulador da síntese e 
secreção das gonadotrofinas, hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio 
luteinizante (LH), pela hipófise. Recentemente, outros neuropeptídios foram 
identificados com papel crucial na regulação da síntese e secreção de GnRH. A 
kisspeptina é considerada atualmente um fator estimulatório decisivo para a indução 
do desenvolvimento puberal e constitui juntamente com a Neuroquinina B (Nkb) e a 
dinorfina A (Dyn) o mais importante sistema excitatório para os neurônios secretores 
de GnRH, além de mediar o efeito dos esteroides ovarianos sobre a regulação do 
pico pré-ovulatório de secreção de LH (D'ANGLEMONT DE TASSIGNY E 
COLLEDGE, 2010, NAVARRO E TENA-SEMPERE, 2012). 
Em 2000, foi descoberto em aves um novo peptídeo hipotalâmico com efeitos 
inibitórios sobre a secreção de gonadotrofinas induzida pelo GnRH, o hormônio 
inibidor de gonadotrofinas (GnIH), o qual foi posteriormente denominado RFamide-
related peptide 3 (RFRP3) em mamíferos (TSUTSUI et al., 2000). Evidências de 
estudos em diferentes espécies de aves e mamíferos tem demonstrado que o efeito 
do GnIH/RFRP-3 ocorre por intermédio do seu receptor, a proteína G acoplada ao 
receptor 147 (GPR147), tanto no hipotálamo, onde modula a ativação dos neurônios 
secretores de GnRH, quanto na hipófise anterior, influenciando diretamente a 
secreção de gonadotrofinas (TSUTSUI, 2009). 
Recentemente, a partir de sequenciamento exômico amplo em indivíduos que 
apresentaram puberdade precoce central (GnRH-dependente) verificou-se que 




3 (MKRN3) associaram-se ao desenvolvimento puberal precoce em seres humanos. 
Esse gene é altamente expresso no hipotálamo em desenvolvimento, com redução 
progressiva ao longo do período pré-puberal (ABREU et al., 2013). O gene MKRN3 
sofre imprinting materno, portanto, apenas indivíduos que carreiam o alelo paterno 
mutado expressam o fenótipo. As proteínas da família “makorina” apresentam duas 
ou três copias de domínios tipo “dedos-de-zinco”: C3H na extremidade N-terminal, 
seguida por uma configuração Cys-His, um dedo-de-zinco tipo “RING” (C3HC4) e 
outro domínio final C3H. As regiões “dedos-de-zinco” C3H têm sido implicadas em 
ligação a RNA, enquanto os domínios dedo-de-zinco tipo “RING” são encontrados 
na maioria das enzimas E3 ubiquitina-ligases e parecem ser responsáveis por sua 
atividade. Proteínas da família makorina são bastante conservadas entre as 
espécies, com alta expressão no sistema nervoso central em desenvolvimento. A 
proteína MKRN3, entretanto, é conservada apenas em mamíferos marsupiais ou 
placentários e sua função e mecanismos de ação no controle do desenvolvimento 
puberal e na reprodução ainda são desconhecidos (JONG et al., 1999). 
Nos últimos anos, a caracterização dos efeitos desses diversos 
neuropeptídios na regulação do desenvolvimento e função do sistema reprodutivo ao 
longo da vida tem sido possível em face de inúmeros estudos translacionais, 
corroborados por experimentação in vitro e em modelos animais. O papel central do 
hipotálamo no controle do desenvolvimento puberal e da função reprodutiva ao 
longo da vida é bem estabelecido, contudo, os fatores que regulam a atividade 
neuronal específica de determinados núcleos hipotalâmicos ao longo do 
desenvolvimento pós-natal e a interação entre eles ainda não são completamente 
conhecidos. Adicionalmente, o entendimento do papel fisiopatológico de diferentes 
fatores gonadais na regulação parácrina da gametogênese e na produção de 
esteroides, bem como na regulação endócrina por retroalimentação negativa ou 
positiva sobre o hipotálamo ainda é escasso. Sabe-se que as gônadas também têm 
capacidade de sintetizar vários neuropeptídios, incluindo GnRH, RFRPs e 
kisspeptina em ambos os sexos (ANJUM et al., 2012; MEI et al., 2013; WANG et al., 
2014; SALEHI et al., 2015). No entanto, os efeitos funcionais diretos desses 
neuropeptídios sobre a função gonadal ainda não estão completamente esclarecidos 
e suas inter-relações funcionais nas gônadas e na secreção de hormônios gonadais 




Nesse sentido, a hipótese do presente estudo é que neuropeptídios 
hipotalâmicos e outros fatores reguladores da ativação do eixo reprodutivo, incluindo 
o MKRN3, também se expressem de maneira específica nos diferentes 
compartimentos celulares gonadais e potencialmente influenciem a regulação da 


















2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 CONTROLE NEUROENDÓCRINO DO PROCESSO REPRODUTIVO 
 
2.1.1 Eixo Hipotálamo-Hipófise-Gônadas (HPG) 
 
O processo reprodutivo é indispensável para a perpetução das espécies. 
Como tal, esta função está sob o controle de complexos mecanismos de regulação, 
os quais são sensíveis a inúmeros fatores endógenos e ambientais, e podem ser 
alterados ao longo do desenvolvimento pós-natal (TENA-SEMPERE E 
HUHTANIEMI, 2003).  
O controle hormonal da reprodução baseia-se principalmente na interação 
dinâmica entre sinais provenientes de três grandes fontes: o hipotálamo anterior, 
onde um pequeno grupo de neurônios sintetizam o hormônio liberador de 
gonadotrofinas (GnRH); a hipófise anterior, que é estimulada por GnRH para 
sintetizar e liberar gonadotrofinas hipofisárias, hormônio luteinizante (LH) e hormônio 
folículo estimulante (FSH) ; e as gônadas, que, além de produzirem os gametas 
após o início da puberdade, respondem às ações tróficas de gonadotrofinas com 
aumento da secreção de esteróides sexuais e outros hormônios. Esses fatores 
gonadais, por sua vez, atuam sobre o hipotálamo e a hipófise regulando a secreção 
de GnRH e gonadotrofinas (TENA-SEMPERE E HUHTANIEMI, 2003). Além dos 
elementos supracitados, recentemente outros neuropeptídeos foram identificados 
com papel crucial na regulação da síntese e secreção de GnRH, tais como, 
kisspeptina, neuroquinina B (NKB), dinorfina A (Dyn) e GnIH/RFRP3 







Figura 5: O eixo hipotálamo-hipófise-gônadas (HPG) em mamíferos. Na puberdade, a secreção 
pulsátil do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) estimula a hipófise anterior a sintetizar e 
liberar as gonadotrofinas, hormônio luteinizante (LH) e hormônio folículo-estimulante (FSH). Estes, 
por sua vez, atuam sobre as gônadas para promover a formação de gametas e a produção de 
hormônios esteroides gonadais, que regulam, no hipotálamo e hipófise, a liberação de GnRH, LH e 
FSH. Neurônios de kisspeptina e neurônios KNDy atuam como condutores da sinalização dos 
esteroides sexuais sobre a secreção de GnRH. Neurônios de RFRP3 controlam negativamente a 
secreção de GnRH e/ou LH através de sinalizações provenientes dos esteroides sexuais, e de fatores 
ambientais e comportamentais. Adaptado de D'ANGLEMONT DE TASSIGNY E COLLEDGE, 2010. 
  
2.1. 2 Kisspeptina, Neuroquinina B (NKB) e Dinorfina A (DYN) 
 
 A Kisspeptina foi originalmente identificada na biologia do câncer, como 
produto do gene supressor de metástase, KISS1, por isso levou o nome inicial de 
metastina (OHTAKI et al., 2001).  O gene KISS1 codifica um peptídeo precussor 




de kisspeptina 54 (KP-54). A KP-54, por sua vez, ainda pode ser clivada em outros 
peptídeos: KP-14, KP-13, KP-10. Todas essas diferentes formas compartilham da 
mesma sequência carboxi-terminal de 10 aminoácidos (KOTANI et al., 2001). 
 Em 2001, a kisspeptina foi identificada como um ligante para a proteína G 
acoplada ao receptor 54 (GPR54 em espécies de mamíferos / KISS1R para 
humanos, e Kiss1r para não humanos), que foi descrita pela primeira vez no cérebro 
de rato e subsequentemente em humanos (KOTANI et al., 2001; MUIR et al., 2001; 
OHTAKI et al., 2001). Logo após, em 2003, dois estudos clínicos independentes 
correlacionaram a kisspeptina e seu respectivo receptor ao processo reprodutivo, 
mostrando que pacientes com mutações no GPR54, com perda de função deste 
marcador, apresentaram hipogonadismo hipogonadotrófico isolado, com ausência 
de puberdade e infertilidade. Essas foram as primeiras evidências de que a 
kisspeptina e seu receptor são essenciais para a normalidade da função reprodutiva 
(DE ROUX et al., 2003). Desde então, vários estudos em modelos animais e 
celulares têm buscado entender os papéis fundamentais e a fisiologia do sistema 
kisspeptina no eixo hipotálamo-hipófise-gônadas. Nesse sentido, atualmente a 
kisspeptina é considerada omais potente estimulador natural dos neurônios  de 
GnRH e, portanto, da secreção de gonadotrofinas (D'ANGLEMONT DE TASSIGNY 
E COLLEDGE, 2010). 
Além do papel indispensável na estimulação dos neurônios de GnRH, o 
sistema kisspeptina também desempenha um atribuição importante como sensor e 
transdutor de informação metabólica aos centros reprodutivos, principalmente aos 
neurônios de GnRH (CASTELLANO et al., 2010). Essa função está alicerçada no 
fato de neurônios de GnRH não apresentarem receptores para os principais 
mediadores metabólicos, tais como, leptina e insulina, no entanto, é evidente que o 
processo reprodutivo, como um todo, é extremamente sensível a mudanças no 
estado metabólico e nas reservas energéticas. É nesse ponto, que entra o sistema 
neuronal da kisspeptina, o qual consegue perceber as principais alterações no 
metabolismo, através de receptores para os principais menssageiros metabólicos 
supracitados, e transmití-las ao eixo hipotálamo-hipófise-gônadas, alterando assim o 
padrão de secreção de neuropeptídeos no mesmo (ROA E TENA-SEMPERE, 2010; 
CASTELLANO et al., 2010).  
Vários estudos neuroanatômicos em camundongos e ratos têm mostrado que 




descritas no cérebro desses animais: uma no núcleo periventricular anteroventral 
(AVPV), na área pré-óptica (POA), e outra no núcleo arqueado (ARC), no hipotálamo 
mediobasal (MBH) (SMITH et al., 2005; CLARKSON et al., 2008). A população de 
neurônios de kisspeptina no ARC coexpressam dois outros peptídeos, neuroquinina 
B (Nkb) e dinorfina A (Dyn), sendo chamado esse conjunto de neurônios KNDy 




Figura 6: Principais populações hipotalâmicas de neurônios de kisspeptina em roedores. Os 
neurônios presentes no núcleo periventricular anteroventral (AVPV), na área pré-óptica (POA) estão 
envolvidos principalmente no desencadeamento do pico de LH induzido por estrógeno. Os Neurônios 
de kisspeptina no núcleo arqueado (ARC) coexpressam neuroquinina B (Nkb) e dinorfina A (Dyn) e 
por esse motivo são chamados de neurônios KNDy, os quais atuam principalmente na regulação da 
secreção pulsátil do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Adaptado de NAVARRO E TENA-
SEMPERE, 2012. 
 
O papel da sinalização de kisspeptina no controle do início da puberdade foi 
inicialmente sugerido pela ausência desse período em humanos e ratos com 
mutações causadoras de inativação no receptor desse neuropeptídeo, GPR54 ou 
Gpr54, respectivamente. Além disso, o número de neurônios de kisspeptina 




puberdade e amadurecimento puberal (CLARKSON E HERBISON, 2006; NAVARRO 
et al., 2004). Por outro lado, durante a senescência, os níveis de kisspeptina 
diminuem levando a uma redução da secreção de GnRH e gonadotrofinas com 
consequente redução da capacidade reprodutiva (ROA et al., 2008; LEDERMAN et 
al., 2010). 
Durante o período de atividade reprodutiva a quantidade de neurônios de 
kisspeptina localizados no AVPV é sexualmente dimórfica, com maior número dos 
mesmos nas fêmeas, quando comparado com os machos (CLARKSON & 
HERBISON, 2006). Nesse sentido, esses neurônios presentes no AVPV parecem 
estar envolvidos principalmente no desencadeamento do pico de LH induzido por 
estrógeno, que acontece durante o proestro do ciclo estral nas fêmeas (CLARKSON 
et al., 2008; SMITH et al., 2006; DROR et al., 2013). Por outro lado, os neurônios de 
kisspeptina presentes no ARC, por receberem sinalização negativa dos hormônios 
produzidos nas gônadas, dentre eles, estrógeno e testosterona, atuam 
principalmente na regulação da secreção pulsatil de GnRH, o que é importante para 
a manutenção do período reprodutivo, incluindo a promoção do crescimento e 
maturação de folículos em desenvolvimento, no ovário, e a produção de 
espermatozóides pelos testículos (LI et al., 2009).  
 A Neuroquinina B (Nkb) e a dinorfina A (Dyn), codificadas pelos genes Tac3 e 
Dyn, respectivamente, têm sido caracterizados como potenciais autoreguladores da 
secreção de kisspeptina. Análises de expressão demonstraram conclusivamente que 
a co-localização de kisspeptina, Nkb e Dyn é uma característica específica da 
população de neurônios de  kisspeptina no núcleo arqueado (LEHMAN, et al., 2010). 
Esses neurônios também sintetizam os receptores de Nkb (Nk3r) e de Dyn (Kor) 
codificados pelos genes Tac3r e Kor, respectivamente. 
 Nesse sentido, estudos têm descrito que a Nkb é capaz de sincronizar e 
estimular a produção de Dyn pelos neurônios de kisspeptina, a Dyn, por sua vez, 
reduz a secreção de Nkb por sinalização negativa e isso consequentemente gera 
pulsos regulares desses neuropeptídeos. Essas mudanças na pulsatilidade de Nkb e 
Dyn sinalizam, através de diferentes vias, a secreção de kispeptina e 
subsequentemente de GnRH (RANCE E BRUCE, 1994; SMITH et al., 2005; 
NAVARRO et al., 2009) (Figura 3). Além disso, estudos em humanos, têm 




associadas a insuficiência reprodutiva dos indivíduos avaliados (TOPALOGLU et al., 




Figura 7: Influência da neuroquinina B (Nkb) e dinorfina A (Dyn) sobre a secreção de 
kisspeptina e de hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH). A Nkb é capaz de sincronizar e 
estimular a produção de Dyn pelos neurônios de kisspeptina, a Dyn, por sua vez, reduz a secreção de 
Nkb por sinalização negativa e isso consequentemente gera pulsos regulares desses neuropeptídeos. 
Essas mudanças na pulsatilidade de Nkb e Dyn sinalizam, através de diferentes vias, a secreção de 
kispeptina e subsequentemente de GnRH. Adaptado de NAVARRO E TENA-SEMPERE, 2012. 
 
A ação direta da Nkb nos neurônios de GnRH não é completamente 
compreendida. Estudos em roedores mostraram que esses neurônios expressam 
receptores de Nkb, no entanto, a forma com que esse neuropeptídeo estimula a 
produção de GnRH ainda é controversa, principalmente entre diferentes espécies. 
Em roedores a Nkb parece estimular negativamente a secreção de LH (SANDOVAL-





2.1.3 Hormônio inibidor de gonadotrofinas (GnIH)/RFamide-related peptide 3 
(RFRP3) 
 
 Em 2000, foi identificado outro neuropeptídeo hipotalâmico, o hormônio 
inibidor de gonadotrofinas (GnIH), com efeitos inibidores sobre a secreção de 
gonadotrofinas em codornas japonesas (Coturnix japonica) (TSUTSUI et al., 2000). 
Subsequentemente, evidências de estudos em diferentes espécies de aves e 
mamíferos têm demonstrado que o efeito do GnIH ocorre por intermédio do seu 
receptor, a proteína G acoplada ao receptor 147 (GPR147), tanto no hipotálamo, 
onde modula a ativação dos neurônios secretores de GnRH, quanto na hipófise 
anterior, influenciando diretamente a secreção de gonadotrofinas. Em mamíferos, os 
ortólogos do GnIH são denominados peptídeos relacionados à RFamide (RF-amide 
related peptides [RFRPs]), os quais pertencem a um grupo de peptídeos que contém 
uma sequência consensual LPXRF-amide (onde X=L ou Q) em sua extremidade 
carboxi-terminal (X= L or Q). Dessa forma, em mamíferos, o GnIH foi denominado 
RFRP3 (TSUTSUI et al., 2009). 
 Os neurônios de Rfrps estão localizados principalmente na região médio-
basal do hipotálamo em mamíferos (YANO et al., 2004; KRIEGSFELD et al., 2006; 
JOHNSON et al., 2007), e vários fatores parecem ser responsáveis pelo controle da 
produção de Rfrps nesses neurônios. Os esteroides sexuais são conhecidos por 
inibirem a expressão de Rfrps, principalmente por meio de vias do estrogênio. Além 
disso, fatores ambientais e comportamentais, tais como, foto período, interações 
sociais e condições de estresse, também são capazes de mudarem os padrões de 
secreção de Rfrps (POLING E KAUFFMAN, 2015; ULLAH et al., 2016). Os 
neurônios de Rfrp-3 apresentam eferentes que podem regular a secreção de LH, 
agindo diretamente sobre os neurônios do hormônio liberador de gonadotrofinas 
(GnRH) e/ou hipófise, ou indiretamente, através dos neurônios de kisspeptina ou por 








Figura 8: Representação esquemática dos possíveis mecanismos de ação dos neurônios de 
RF-amide related peptides (Rfrps) sobre a neurofisiologia de camundongos. Os esteroides 
sexuais são conhecidos por inibirem a expressão de Rfrps. Os fatores ambientais e comportamentais 
também são capazes de mudarem os padrões de secreção de Rfrps. Os neurônios de Rfrp-3 
apresentam eferentes que podem regular a secreção de LH, agindo diretamente sobre os neurônios 
do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e/ou hipófise, ou indiretamente, através dos 
neurônios de kisspeptina ou outras populações neuronais, ainda a ser identificadas. Adaptado de 
POLING E KAUFFMAN, 2015. 
  
Estudos de imunolocalização e expressão gênica têm mostrado diversas vias 
de regulação dos neurônios de Rfrp-3, evidênciando seu possível papel na 
reprodução e em outros processos. Apesar disso, não há atualmente nenhum 




reprodutiva. Curiosamente, algumas descobertas sugerem que a sinalização 
endógena desse neuropeptídeo pode não ser essencial para o início da puberdade, 
pelo menos em algumas espécies. Dessa forma, novas hipóteses têm sido geradas 
em relação ao significado funcional do Rfrp-3 para o desenvolvimento e maturação 
sexual (POLING E KAUFFMAN, 2015). 
 
2.1.4 Makorin RING-finger protein 3 (MKRN3) 
 
 Recentemente, utilizando análise de sequenciamento amplo em casos 
familiares de puberdade precoce central (CPP), foram identificados defeitos no gene 
MKRN3, que até então, nunca tinha sido relacionado com o eixo HPG. Neste estudo, 
o MKRN3 foi identificado como a causa do desenvolvimento sexual precoce em um 
terço das famílias avaliadas (ABREU et al., 2013). Em 2015, Abreu e colaboradores 
revisaram 12 distintas mutações com perda de função do MKRN3 em 30 pacientes 
(22 meninas e 8 meninos) com CPP em 17 famílias de diferentes etnias (Figura 5). 
Desde então,  outros diversos estudos genéticos têm reforçado a importância do 
papel do MKRN3 no início da puberdade em seres humanos, através da 
caracterização de novas mutações nesse gene (KÄNSÄKOSKI et al., 2015; 
GRANDONE et al., 2015; NEOCLEOUS et al., 2016; BESSA et al., 2016; 
STECCHINI et al., 2016, ORTIZ-CABRERA et al., 2017, SIMSEK et al., 2017, BRITO 
E LATRONICO, 2017, CHRISTOFORIDIS et al., 2017, NISHIOKA et al., 2017, 
GRANDONE et al., 2017, JEONG et al., 2017, SKORDIS et al., 2017, AYCAN et al., 








Figura 9: Mutações na proteína MKRN3 identificadas em pacientes com puberdade precoce 
central (CPP).  Os números correspondem às posições dos aminoácidos na proteína. As mutações 
em azul são do tipo frameshift e as mutações em vermelho são do tipo missense. Adaptado de 
ABREU et al., 2015. 
 
 O gene MKRN3 sofre imprinting materno e está localizado em humanos no 
cromossomo 15q11-13 (cromossomo 7C em camundongo), região que contém um 
conjunto de genes, que também sofrem imprinting, associados a dois diferentes 
distúrbios neurocomportamentais, as síndromes de Prader-Willi (PWS) e Angelman 
(AS). No entanto, o papel funcional desse gene nessas desordens permanece 
desconhecido (JONG et al., 1999; HERSHKO et al., 1999). Além disso, o MKRN3 é 
composto por apenas um éxon, não apresentando região intrônica, e provavelmente 
surgiu por retrotransposição da linhagem germinal do gene MKRN1, primeiro 
ancestral da família makorina. Atualmente, apenas nove loci da família MKRN foram 
identificados distribuídos ao longo do genoma humano, com apenas três genes 
funcionais - MKRN1, MKRN2 e MKRN3 - identificadas em vertebrados (GRAY et al., 
2000; BOHNE et al., 2010).  
As proteínas da família MKRN apresentam duas ou três copias de domínios 
“dedos-de-zinco”: C3H na extremidade N-terminal, seguida por uma configuração 
Cys-His, um “dedo-de-zinco” tipo RING (C3HC4) e outro domínio final C3H. As 
regiões “dedos-de-zinco” C3H têm sido implicadas em ligação a RNA, enquanto os 
domínios dedo-de-zinco tipo RING são encontrados na maioria das enzimas E3 
ubiquitina-ligases e parecem ser responsáveis por sua atividade. Proteínas da 




sistema nervoso central em desenvolvimento. A proteína MKRN3, entretanto, é 
conservada apenas em mamíferos marsupiais ou placentários e sua função e 
mecanismos de ação no controle do desenvolvimento puberal e na reprodução ainda 
são desconhecidos (JONG et al. 1999). 
Além dos achados genéticos em humanos, que sugerem uma relação do 
gene MKRN3 com o eixo HPG, principalmente com o início da puberdade, 
recentemente, outros três estudos mostraram, através de teste de Elisa específico 
para MKRN3, que os níveis circulantes dessa proteína declinaram durante o período 
puberal em meninos e meninas saudáveis (HAGEN et al., 2015; VARIMO et al., 
2016; BUSCH et al., 2016). Em camundongos, por sua vez, abreu e colaboradores 
(2013) demostraram que a expressão de RNAm de Mkrn3, no núcleo arqueado 
(ARC) de machos e fêmeas, diminuiu progressivamente durante o desenvolvimento 
pós-natal, chegando aos menores níves antes do início da puberdade, e 
permanecendo baixos durante a vida adulta.  
Até agora, estudos em humano e camundongos sugerem que o MKRN3 atua 
como um inibidor da secreção de GnRH durante a infância, e que um decréscimo na 
expressão dessa proteína está associado ao aumento de GnRH, resultando no início 
da puberdade (ABREU et al., 2015). No entanto, seus mecanismos e as funções 








Figura 10: Representação esquemática do possível mecanismo de ação do Makorin RING-
finger protein 3 (MKRN3). Estudos em humanos e em camundongos sugerem que o MKRN3 atua 
como inibidor da secreção do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) durante a infância, e que 
uma diminuição na expressão dessa proteína está associado com o aumento de fatores 
estimuladores de GnRH, resultando no início da puberdade. Adaptado de ABREU et al., 2015. 
 
2.2 SÍNTESE DE NEUROPEPTÍDEOS PELAS GÔNADAS 
  
Recentemente, alguns estudos têm demonstrado que ambas as gônadas têm 
a capacidade de sintetizar neuropeptídeos relacionados ao controle hipotalâmico do 
processo reprodutivo, incluindo GnRH, GnIH e kisspeptina. No entanto, os efeitos 






2.2.1 Localização e expressão de neuropeptídeos no testículo 
  
 Anjum e colaboradores (2012), utilizando camundongos machos da linhagem 
isogênica Parkes, imunolocalizaram e quantificaram os neuropeptídeos kispeptina, 
GnRH, GnIH no testículo desses animais desde o nascimento até a velhice. 
Observou-se no estudo, que a marcação positiva dos marcadores supracitados, foi 
localizada principalmente nas células intersticiais durante os diferentes estágios de 
desenvolvimento, exceto durante a senescência quando a coloração foi observada 
principalmente nas células germinativas. Quando os mesmos neuropeptídeos foram 
quantificados, obsevou-se que os níveis dessas proteínas aumentaram após a 
puberdade, mantiveram-se elevados durante a maturidade sexual e atingiram o pico 
na senescência. 
 Outro estudo, analisando a imunolocalização da proteina kisspeptina e seu 
respectivo receptor, Kiss1r, no testículo de camundongos da linhagem isogênica ICR 
ao longo da vida, também demostrou que esses marcadores estavam presentes 
principalmente no compartimento instersticial deste órgão em todas as idades 
avaliadas. Além disso, quando investigou-se a expressão de RNAm dos genes Kiss1 
e kiss1r, ao longo do desenvolvimento, no mesmo modelo animal, observou-se que 
os níveis de RNAm de Kiss1 foram quase indetectáveis na 2ª e 3ª semanas de vida, 
aumentaram expressivamente durante o início da puberdade, na 4ª semana de vida, 
e mantiveram-se elevados durante a idade reprodutiva e senescência. Os niveis de 
RNAm de Kiss1r, por sua vez, não apresentaram alteração e permaneceram 
elevados durante todas as fases avaliadas (WANG et al., 2014). 
 Da mesma forma, Mei e colaboradores (2014), utilizando camundongos 
adultos selvagens e mutantes (kiss -/-), demonstrou que a kisspeptina foi localizada 
nas células de Leydig na linhagem selvagem, no entanto, nos animais nocaute essa 
proteina nao foi encontrada, como esperado. 
Corroborando com os dados anteriormente citados, em outro estudo, onde foi 
utilizado camundongos da linhagem C57BL/6, observou-se que a proteína 
kisspeptina também foi localizada nas células de Leydig do testículos dos animais 
avaliados. Além disso, quando o expressão de RNAm de kiss1 foi analisada no 
testículo de animais adultos em comparação com outros tecidos do sistema 
reprodutivo, demonstrou-se que a expressão desse marcador foi 17 vezes maior na 




avaliado ao longo do desenvolvimento, o mesmo não foi detectado no início da vida, 
aos 7 dias de idade, com progressivo aumento nas idades subsequentes e, 
incremento substancial, aos 28 dias de idade, no início da puberdade (SALEHI et al., 
2015). 
Em primatas, por sua vez, Irfan e colaboradores (2016) demostraram que a 
proteína kisspeptina foi localizada, assim como em camundongos, nas células de 
Leydig, no entanto, seu receptor, KISS1R, foi expresso principalmente nas células 
de Sertoli. 
Desde de que foi descrito, o Mkrn3 tem sido descrito como ubiquamente 
expresso, com os mais altos níveis de expressão no testículo humano adulto (JONG 
et al., 1999). No entanto, é completamente desconhecido se essa proteína 
desempenha qualquer papel funcional na regulação da função gonadal, bem como, 
o seu padrão de expressão em ambas as gônadas ao longo do desenvolvimento 
pós-natal. 
 
2.2.2 Localização e expressão de neuropeptídeos no ovário  
 
Assim como o testículo o ovário também tem a capacidade de sintetizar 
alguns neuropeptídeos hipotalâmicos relacionados ao processo reprodutivo, 
utilizando ratas da linhagem Sprague–Dawley, demostraram que a proteína 
kisspeptina e seu receptor Gpr54 foram localizados no ovário desses animais, 
principalmente nas células da teca e também, com menor intensidade de marcação, 
nas células da granulosa do mesmo tecido. Em humanos, resultados semelhantes 
foram encontrados, onde houve imulocalização da kispeptina restritamente nas 
células da teca esteroidogênicas e em corpus lúteo maduros (GAYTAN et al., 2009). 
Por outro lado, diferente dos estudos anteriores, a avaliação de expressão de 
RNAm de KISS1 e KISS1R em seres humanos, mostrou que esses genes também 
são expressos nas células da granulosa do ovário de mulheres, em ambos os 
compartimentos, mural e cumulus (GARCÍA-ORTEGA et al., 2014). 
Em outro estudo, utilizando ratas Wistar, foram identificados expressão de 
RNAm de Tac3 e Tacr3, genes que codificam a proteína neuroquinina B e seu 
receptor, respectivamente, no ovário desses animais (LOFFLER et al., 2004). Em 




granulosa do ovário de mulheres, em ambos os compartimentos, mural e cumulus 
(GARCÍA-ORTEGA et al., 2014). 
Como visto nos estudos supracitados, os neuropeptídeos hipotalâmicos 
relacionados ao controle do processo reprodutivo também são sintetizados nas 
gônadas de ambos os sexos, no entanto, o padrão de expressão e localização 
dessas proteínas ainda é contraditório, principalmente entre diferentes espécies. 
Além disso, o papel e os mecanismos pelos quais esses neuropeptídeos interferem 
na função dos tecidos gonadais ainda são incompletamente compreendidos. 
 
2.2.3 Efeitos de neuropeptídios na função gonadal 
 
 Alguns estudos têm buscado esclarecer o papel funcional e as possíveis 
interações de neuropeptídios hipotalâmicos nas gônadas, em ambos os sexos. 
Nesse sentido, Anjum e colaboradores (2012) demostraram que a administração por 
15 dias de altas doses (2µg/dia) de GnRH agonista ([DTrp6, Pro9-NEt] GnRH), em 
camundongos Parkes com 28 dias de idade, aumentou a expressão das proteínas 
GnRH-R e P450 SCC no testículo desses animais. Ainda no mesmo estudo, o tecido 
testicular de animais adultos foi cortado (aproximadamente 10 mg por pedaço) e 
cultivado por 24 horas na presença de GnIH em baixas (1ng/mL) e altas (10ng/mL) 
doses e foram analisadas a expressão da proteína GnRH-R. Os resultados 
mostraram que o tratamento com GnIH diminuiu, dependente da dose, a expressão 
da proteína GnRH-R no tecido testicular em cultura em comporação com o controle.  
 Outro estudo, avaliou o efeito do tratamento com LH (0 ng/mL,100 ng/ mL), 
kisspeptina 10 (0µM, 1µM, 5µM, 10µM), ou antagonista de kisspeptina, peptide 234 
(0µM, 1µM, 5µM, or 10µM), por 4 ou 24 horas, sobre a produção de testosterona, 
pela cultura primária de células de Leydig provenientes de testículos de 
camundongos ICR adultos. Observou-se, como esperado, que o tratamento com LH 
aumentou a produção de testosterona pelas células de Leydig, no entanto, a cultura 
conjunta com kisspeptina 10 e o antagonista peptide 234 não produziu maiores 
níveis de testosterona, em ambos os tempos analisados (WANG et al., 2014).   
E por fim, Salehi e colaboradores (2015) demostraram que camundongos 
machos injetados com GnRH agonista (dose única subcutânea de 0.2 ng/g de peso) 
ou com hCG (dose única intraperitoneal de 10 IU) apresentaram aumento da 




animais receberam testosterona (intraperitoneal de 0.5 mg/10g/d), por três 
consecutivos dias, a expressão (RNAm) dos genes supracitados diminuiu nos 
testículos analisados. Ainda no mesmo estudo, após tratamento com LH (20 ng/mL, 
por 3, 6 ou 18 horas) da cultura primária de células de Leydig, provenientes do 
testículo de animais adultos, observou-se, da mesma forma que nos animais, 
aumento, tempo dependente de tratamento, da expressão de RNAm de Star e Kiss1. 
 
2.3 GONADOTROFINAS E OS COMPARTIMENTOS TESTICULARES 
 
 As gonadotrofinas FSH e LH são essenciais como reguladores da função 
ovariana e testicular. Nos homens, LH estimula a produção de testosterona pelas 
células de Leydig (CL), que por sua vez exerce ações sexuais e anabólicas, e além 
disso participa na manutenção da espermatogênese por sua ação parácrina em 
células de Sertoli (CS). O FSH, por sua vez, estimula a proliferação de CS no 
período pré puberal, as quais tem um papel importante no controle endócrino e 
parácrino da espermatogênese.CL e SC estão localizadas em dois diferentes 
compartimentos testiculares, interstício e túbulos seminíferos, respectivamente. 
Apesar da separação anatômica, esses dois grupos celulares interagem entre si 
para que ocorra a produção espermática através dos processos de esteroidogênese 
e gametogênese (HUHTANIEMI, 2002; SHARP et al., 2003). 
 Nos testículos adultos, a produção de testosterona pelas CL depende da 
secreção pulsátil de LH pela hipófise na circulação periférica. Quando o LH se liga 
no seu receptor (LHR) na membrana das CL, isso resulta na ativação da adenililato 
ciclase,  com subsequente aumento da formação de AMPc intracelular e fosforilação 
de proteínas importatntes para a cascata esteroidogênica. A estimulação aguda das 
CL pelo LH resulta na transferência de colesterol para o interior das mitocôndrias 
através das ações da proteína reguladora esteroidogênica (STAR) em conjunto com 
outras proteínas. Na membrana mitocondrial interna, o colesterol é convertido em 
pregnenolona pela enzima de clivagem do citocromo P450 (CYP11A1 ) e a 
pregnenolona, que por sua vez,  é convertida em testosterona por enzimas 
presentes no retículo endoplasmático liso, tais como, 3β-hidroxiesteróide 
desidrogenase (HSD3b),  17α-hidroxilase/17,20 liase (CYP17A1) e 17β-
hidroxiesteróide desidrogenase tipo 3  (HSD17b) (Figura 7) (PAYNE E HALES, 






Figura 11: Esteroidogênese nas células de Leydig (CL). O hormônio Luteinizante (LH) se liga no 
seu receptor (LHR) na membrana das CL, isso resulta na ativação da adenililato ciclase, com 
subsequente aumento da formação de AMPc intracelular e fosforilação de proteínas importatntes 
para a cascata esteroidogênica. A estimulação aguda das CL pelo LH resulta na transferência de 
colesterol para o interior das mitocôndrias através das ações da proteína reguladora esteroidogênica 
(STAR) em conjunto com outras proteínas. Na membrana mitocondrial interna, o colesterol é 
convertido em pregnenolona pela enzima de clivagem do citocromo P450 (CYP11A1 ) e a 
pregnenolona, que por sua vez,  é convertida em testosterona por enzimas presentes no retículo 
endoplasmático liso, tais como, 3β-hidroxiesteróide desidrogenase (HSD3b),  17α-hidroxilase/17,20 
liase (CYP17A1) e 17β-hidroxiesteróide desidrogenase tipo 3  (HSD17b). Adaptado de WANG et al., 
2017. 
 
As células de Sertoli, durante e logo após a puberdade, desempenham um 
papel crítico no processo de espermatogênese. Essas células são conhecidas como 
"células de enfermagem" que são responsáveis pelo suporte nutricional e energético 
no desenvolvimento das células germinativas. Adicionalmente, as CS formam 
conexões umas com as outras e dividem o epitélio germinativo em compartimentos 
basal e luminal,  formando a barreira hematotesticular, para que as células 
germinativas sejam protegidas da difusão de substâncias agressivas ao processo de 
gametogênese (ROBINSON E FRITZ, 1981; MRUK E CHENG, 2004). 
FSH atua como o fator endócrino predominante responsável pela regulação 
da função das CS. Nos testículos, as CS expressam, exclusivamente, os receptores 




espermatogênese depende de um nível intratesticular apropriado de testosterona. 
Dessa forma, as CS, mas não as células germinativas, expressam o receptor 
androgênico (AR), indicando que essas células medeiam os efeitos da testosterona 
no epitélio seminífero. O AR é necessário para o correto funcionamento da barreira 
hematotesticular, bem como para o desenvolvimento normal das células 
germinativas. Portanto, as CS têm papéis cruciais na regulação autócrina e/ou 
parácrina da espermatogênese. Além disso, sobre o efeito de FSH as CS produzem 
substâncias tais como, hormônio anti-Mülleriano (AMH) e inibina B, os quais são 
importantes para o desenvolvimento testicular and feedback negativo sobre o eixo 
reprodutivo central (HOLSTEIN, 2003; PETERSEN E SODER, 2006). 
Apesar de bem estabelecido o processo de como o LH e FSH atuam nas CL e 
CS, respectivamente, para que ocorra a produção de testosterona e gametas, outras 
vias autócrinas e/ou parácrinas testiculares, com participação de diferentes 
proteínas e fatores moleculares na função do testículo permanecem 
incompletamente compreendidas. Nesse sentido, a hipótese do presente estudo é 
que neuropeptídios hipotalâmicos e outros fatores reguladores da ativação do eixo 
reprodutivo, incluindo o MKRN3, também se expressem de maneira específica nos 
diferentes compartimentos celulares gonadais e potencialmente influenciem a 





4 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 
 
Em conjunto, análises de expressão durante o desenvolvimento e estudos in 
vitro e in vivo mostraram que:  
- Independentemente do estágio de desenvolvimento sexual, a expressão de 
Mkrn3 é maior no ARC de machos do que em fêmeas. 
- A expressão de RNAm de Mkrn3 é dimórfica entre as gônadas masculina e 
feminina ao longo do desenvolvimento pós natal, aumentando no início da 
puberdade e permanecendo alta na idade adulta nos testículos e diminuindo no 
mesmo período nos ovários. 
- A proteína Mkrn3 foi traduzida e é expressa somente no testículo e não nos 
ovários. 
- O Mkrn3 é localizado no interstício testicular, predominantemente nas 
células de Leydig, mas com menor expressão nos túbulos seminíferos. 
- Estudos in vitro e in vivo mostraram que a expressão de RNAm de Mkrn3 é 
responsiva à ativação do receptor LH/hCG. 
Estudos adicionais são necessários para o entendimento das consequências 
funcionais dos achados supracitados, dentre eles estão sendo realizados: 
a) avaliação hormonal das concentrações de LH e FSH no soro dos animais 
que participaram dos estudos in vivo realizados por esse trabalho;  
b) investigar o efeito da ablação da proteína Mkrn3 sobre a expressão de 
genes importantes na função esteroidogênica testicular, como Star, Cyp17a1 e 
Cyp11a1;  
c) investigar os efeitos do tratamento com hCG na atividade transcricional do 
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